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分子種に及ぼすエンドトキシン投与の影響
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1. 緒論
生体にとって一般に栄養素以外のものは元来不要
であり、場合によっては有害なものである웋웗。しか
し、現実的に我々が摂取する非栄養物質－それは生
体の正常な機能を果たす物質とは異なる性質の物質
であるということから生体異物と称される－は、環
境汚染物質、残留農薬、それに医薬品まで加えれば
かなりの数にのぼる。生体異物の進入に対し、生体
は一連の酵素よりなる生体異物代謝系（薬物代謝系）
を有し、それらをより排泄しやすい形に変換する워웗。
すなわち、生体異物は、第I相の酸化、還元、加水分
解などにより、水酸基、カルボキシル基、アミノ基
などの極性官能基が生成または導入され、極性化さ
れることに伴い、薬理作用などの生物作用の作用部
位に対する親和性を失い、排出されやすくなる。第
I相で生成した代謝産物や未代謝異物は、続く第II
相でグルクロン酸、グルタチオン、硫酸などと抱合
反応を受け、より高い極性をもった抱合体に転換さ
れ、有していた生理作用を失って体外へ排出される。
これらの反応には全て酵素が触媒として働き、第I 
相においてはモノオキシゲナーゼ系酵素であるチト
クロームP-450（以下P-450）、第II相においてはグ
ルタチオンS-トランスフェラーゼ、UDP-グルクロ
ノシルトランスフェラーゼ、スルホトランスフェ
ラーゼなどが主に関与する웍웗。
薬物代謝酵素活性の変動をもたらす要因には、外
来異物の進入や喫煙、飲酒、食事(餌)、薬の服用な
どの外的要因の他、内的要因として種差、系統差、性
差、年齢差、栄養状態、疾病の有無、遺伝的要因に
基づく個体差など、様々な要因があげられる웍웗。
近年、院内感染として特に注目されているものと
して、敗血症があげられる웎웗。これは、皮膚や粘膜の
傷、種々の臓器にある感染巣から、細菌がリンパ流
より血中に侵入し、エンドトキシンを発生して悪寒
戦慄を伴う間歇熱や疱疹などの中毒症状を起こした
り、新たに転移性の感染巣を形成したりする重篤な
細菌感染症である웏웗。エンドトキシンは、グラム陰性
桿菌の細胞壁の再外層を構成し、その成分からリポ
多糖体（Lopopolysaccharide:LPS）とも呼ばれる。
構造はO抗原特異多糖鎖と、ヘプトース、エタノー
ルアミンや2-ケト-3-デオキシオクトン酸などから
なるコア多糖と、グルコサミンを含むリピドAで構
成され、一つの分子内に親水基と親油基を併せ持つ
両親媒性の酸性高分子である。リピドAが活性中心
として働き、発熱、白血球増加など多彩な生体への
作用を示す事が知られている。特に敗血症において
は、細菌の破壊に伴い多量のLPS が遊離し、循環系
の組織に働いてショックを引き起こすといわれてい
る원웗。このような感染症に罹患した場合の生体機能
の変化については、様々な観点から多くの研究がな
されているが、生体防御機構の一つである薬物代謝
に対する影響に関する知見は非常に乏しい。そこで
筆者らは、感染症時に受ける薬物代謝酵素系への影
響について、大腸菌由来のLPS を動物に投与した場
合、肝薬物代謝酵素系にどのような変化を与えるか
を調べた。すなわち、LPS をマウス、またはラット
に投与した場合の影響を、薬物代謝系第쑿相反応の
主要な酵素であるP-450分子種の変動を中心に検
討した。
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2. 方法
(1) 実験動物
1) LPS 投与によるICR 系マウス肝のP-450分
子種の変動
生後7週齢（体重31～33g ）のICR 系雄マウス
（Slc:ICR(SPF)）を日本エスエルシー株式会社よ
り20匹購入し、コントロール群とLPS 群の2群に
分けた。コントロール群のマウスには生理食塩水
（S）を、LPS 群のマウスには大腸菌由来のLPS 溶液
を2.5μg/ml含む溶液をそれぞれ0.2ml ずつ尾静
脈より投与し、投与24時間後、頚椎脱臼により屠殺
した。
2)	LPS 投与によるWister系マウス肝のP-450 
分子種の変動
生後7週齢（体重150～170g ）のWister系雄ラッ
ト（Slc:Wister(SPF)）を日本エスエルシー株式
会社より20匹購入し、コントロール群とLPS 群の
2群に分けた。コントロール群のマウスには生理食
塩水（S）を、LPS 群のマウスには大腸菌由来のLPS 
溶液を2.5μg/ml含む溶液をそれぞれ1.0ml ずつ
尾静脈より投与し、投与24時間後、頚椎脱臼により
屠殺した。
(2) 測定方法
1)	LPS 投与によるICR 系マウス肝のP-450分
子種の変動
a. 酵素標品の調製
屠殺後、肝臓を1.15% 塩化カリウム溶液で灌流し
た後、摘出した。次に肝臓の4倍量の1.5% 塩化カ1

リウム溶液でホモジネートを調整し、9,000×g、4°C

で20分間遠心分離した。その上清を105,000×g、

4°Cで60分間超遠心分離し、得られた沈殿を50

mM Tris-HClbuffer(pH 7.25;3mM MgCl욽含

有）に懸濁してミクロゾーム分画とした。

b.P-450総量
Omuraらの方法웑웗により、ミクロゾーム分画を用

いて測定した。50mM Tris-HClbuffer(pH 7.25;

3mM MgCl욽含有）で希釈した酵素標品をガラスセ

ル2本に分注し、まず一方にCO を1分間通し、400

-500nm で走査した。次いで両方のセルにNa욽S욽O욿

を数mg加え、よく撹拌した後、再び400-500nm で

走査し、CO 差スペクトル（450nm と490nm の吸光

度の差）からたんぱく質1mg 当たりのP-450合有

量を求めた。

c.P-450分子種
P-450分子種については、基質特異性による測定
とウエスタンブロットによる測定を行った。始めに
基質特異性による分別は、基質7-エトキシクマリン
をO-脱エチル化させる反応でCYP1A1と2B2を、
基質エトキシレゾルフィンをO-脱メチル化させる
反応でCYP1A1と1A2を、基質p-ニトロフェノー
ルを水酸化させる反応でCYP2E1 をそれぞれ測定
した。
次にウエスタンブロットによる測定웒웦웓웗で、
CYP1A1、CYP2B2、CYP2E1 の3分子種を同定し
た。すなわち酵素誘導させたミクロソームをスタン
ダードとして、まずSDS-ポリアクリルアミドゲル
電気泳動を行い、泳動たんぱく質をセルロースアセ
テート膜に転写し、1次抗体とした。これをAnti-
CYP1A1、CYP2B2、CYP2E1 で反応させた後、2次
抗体でペルオキシダーゼ標識させ、ルミネートを酸
化発光させてオートラジオグラフィー用フイルムに
露光させた。
d. タンパク質の定量
Lowryらの方法웋월웗により測定した。希釈酵素源
0. に2 욽 -. OH、05 uO욿2ml % NaCO욾01N Na .% CS 、
1.0%KNaC욿H욿O웁・4H욽O (ロッセル塩)(50:1:1) 
の混液1.0ml を加え、10分間放置した。その後蒸留
水で2倍希釈したphnl . を加え、3eo試薬01ml 0分
間放置後、500nm で吸光度を測定した。なお、標準
には牛血清アルブミンを用いた。
2) LPS 投与によるWister系マウス肝のP-450 
分子種の変動
a.酵素標品の調製、b.P-450総量、およびd.タ
ンパク質の定量は、①のICR マウスと同様に行っ
た。c.P-450分子種については、ウエスタンブロッ
トによる方法で、CYP1A1、CYP2B2、 CYP2E1 の
他、CYP3A2の合計4分子種を同定した。
(3) 統計処理
結果は平均値±標準誤差で示し、統計学的検定に
は、Student’s-t 検定を用いた。
3.	結果、および考察
(1) LPS 投与によるICR 系マウス肝のP-450 
分子種の変動
P-450の総量は、コントロール群（1.18±0.08 
nmo/ rti） （05±00 n llmgpoenに比べLPS 群 .9 .5 mo/ 
mg protein）が50% の有意な低下を示した（Fig. 
1）。基質特異性の違いを利用して調べた分子種レベ
ルの変動では、7-エトキシクマリンを基質として測
定したCYP1A1と2B2の活性は、P-450総量と同
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様、コントロール群（2.12±0.11nmol/mgprotein） 
に比べLPS 群（1.12±00 n l/ rti）が.6 mo mg poen 
47% の有意な低下を示した（Fig.2）。エトキシレゾ
ルフィン基質として測定したCYP1A1と1A2の
活性も、コントロール群（4.16±0.29nmol/mgpro-
tein）に比べLPS 群（2.14±0.12nmol/mgprotein） 
が49% の有意な低下を示した（Fig.3）。しかし、p 
-ニトロフェノール基質として測定したCYP2E1 の
活性は、コントロール群（5.50±0.03nmol/mgpro-
tein）とLPS 群（5.59±0.05nmol/mgprotein）で
は大差がなかった（Fig.4）。
一方、ウエスタンブロットによって分別したP 
-450分子種への影響は、コントロール群に比べLPS 
群でCYP1A1含量が45% の有意な減少、CYP2B2 
含量が35% の有意な減少を示した（Fig.5）。しか
し、CYP2E1 含量はLPS 投与による影響がみられ
なかった。
LPS 投与によるP-450総量の低下は、前回報告し
たICR マウス（7週齢、19週齢）、およびC3H/HeN 
マウスにおいて認められたこと웋웋웗と一致する。さら
に今回認められたP-450分子種の結果における脱
メチル化活性の低下は、アミノレブリン酸（ALA）合
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成酵素の活性を阻害し、ヘムオキシゲナーゼの活性
を促進することによりヘムたんぱく質量を減少させ
るという報告웋워웗を支持している。しかし、その作用
はどのP-450分子種に対しても一律ではなく、特に
CYP2E1 の活性には影響を及ぼさなかったと考え
られる。従ってLPS の、あるいは感染症時の生体異
物代謝への作用は、生体異物の種類によってかなり
異なることが示唆された。
(2	 st)	LPS 投与によるWi er系ラット肝のP 
-450分子種の変動
P-450の総量は、コントロール群に比べLPS 群が
31% の有意な低下を示した。ウエスタンブロットに
よって分別したP-450分子種への影響は、コント
ロール群に比べLPS 群でCYP1A1含量が54% の
有意な減少、CYP2B2含量が28% の有意な減少
CYP3A2含量が39% の有意な減少を示した（Fig. 
6）。CYP2E1 含量ではLPS 投与による低下傾向が
みられた。
LPS 投与によるP-450総量の低下は、上記（1）の
ICR マウスの結果と一致するが、LPS による低下割
合はラットの方が小さかった。このWister系ラッ
トによる実験（2）では、マウスにほとんど存在しな
い分子種であるCYP3A2におけるLPS 投与の影響
を確認することができた。Morganらは、成長ホルモ
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Student’ .s t test
ンで酵素誘導させたラットでのLPS 投与による肝
P-450分子種CYP2E1 の低下作用を報告している
が、今回の実験系ではCYP2E1 の明らかな低下は認
められなかった。以上の結果から、ICR 系マウスと
Wister系ラットにおいて、ウエスタンブロットによ
る一次抗体の免疫学的交差性による種差は多少ある
ものの、マウスとラット間におけるLPS 投与の影響
は、P-450分子種CYP1A1、CYP2B2 、CYP2E1 に
限り少ないものと考えられた。
4. 総括
大腸菌由来のLPS をマウス、またはラットに投与
した場合の肝薬物代謝酵素活性への影響について、
P-450分子種の変動を中心に調べた。薬物代謝系に
は機能の異なる多くの分子種の存在が知られてお
り、特にP-450には基質特異性などにより約200種
の分子種がアミノ酸配列により、いくつかの群、お
よび亜群に分類されている。その中で薬物代謝に関
わるものは1～4群までの分子種が存在し、各々が
様々な条件により誘導や阻害を受け、生体異物の代
謝に多大な影響を及ぼしている。本研究を通し、LPS 
投与によりP-450分子種の全てが一様に低下する
ものではないことが確認された。また、LPS 投与は
癌原物質の代謝的活性化に関与する分子種
CYP1A1を抑制したが、一般の生体異物の代謝、排
泄に関わるCYP2B2を低下させたことから、LPS 
は生体に不利に働く可能性が示唆された。
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Summary
The purpose of this study was to investigate the efect of endotoxin(Lipopolysaccharide;LPS)on the hepatic drug-
metabolizing enzyme activities in the animals.The drug-metabolizing enzyme activities〔cytochrome P-450(P-450)〕were
measured in ICR mice and Wister rats which were injected with LPS.LPS administration reduced the activities of P-450
dependent monoxygenases to varying degrees.Ethoxycoumarin-O-deethylase and ethoxyresorufin-O-deethylase activities,which
were representative of P-450 isozymes from families respective CYP1A1/1A2,CYP1A1/2b5,were suppressed by LPS treated
Mice.However,p-nitrophenol hydroxylation activity,which was representative of P-450 isozymes from family CYP2E1 was
unafected.Intraperitonal treatment of rats with LPS reduced that the relative protein content of CYP1A1,CYP2B2 and CYP3A2
were determined by Western blot analysis,whereas LPS had litle on that of CYP2E1.LPS can have diferential efects on
components of the P-450 which could result in significant changes in susceptibility to the efects of xenobiotics including
carcinogens.
Fig.6.Effect of LPS on cytochrome P-450 isozymes from familiesCYP1A1,
CYP2B2,CYP3A2,CYP2E1 in Wister rats.Al values are given as
percentages of the mean±S.E.values for control of 10 mice and
significant differences from the control value are indicated as a,b,c
(p＜0.05)by Student’sttest.
( %
)
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